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บทคัดย่อ 

วัตถุประสงค์ : การศึกษานี้มีจุดประสงค์เพ่ือศึกษาผลของ lipopolysaccharide จากเชื้อก่อโรคปริทันต์ 
P.gingivalis ต่อการแสดงออกของยีน การแบ่งตัว การรุกล้้า และการตายแบบ apoptosis ของเซลล์มะเร็ง
ศีรษะและล้าคอ 
วิธีการทดลอง: กระตุ้นเซลล์โมโนไซต์จากมนุษย์ THP-1 ด้วย lipopolysaccharide จาก P. gingivalis ที่
ความเข้มข้น 0-1,000 ng/mg เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น้าเอาอาหารเลี้ยงเซลล์โมโนไซต์ที่ถูกกระตุ้นแล้ว เลี้ยง
ร่วมกับเซลล์มะเร็งศีรษะและล้าคอ ชนิดปฐมภูมิ HN18 และชนิดแพร่กระจาย HN17 จากนั้นน้ามาวัดการ
แสดงออกของยีน IL-6 และ IL-8 ทดสอบความสามารถในการแบ่งตัว การรุกล้้า และการตายของเซลล์มะเร็ง
แบบ apoptosis โดยวิธี RT-PCR assay, MTT assay, modified Boyden’s chamber assay และ Annexin 
V-FITC flow cytometry assay ตามล้าดับ 
ผลการทดลอง: เซลล์มะเร็งศีรษะและล้าคอ ที่เลี้ยงร่วมกับอาหารเลี้ยงเซลล์ THP-1 ที่ถูกกระตุ้นแล้ว พบว่ามี
การแสดงออกของยีน IL-6 และ IL-8 ความสามารถในการแบ่งตัว การรุกล้้าเพ่ิมขึ้น และมีการตายแบบ
apoptosis ลดลงทั้งในเซลล์มะเร็งชนิดปฐมภูมิ และชนิดแพร่กระจาย 
สรุปผลการทดลอง: จากการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าการอักเสบจากเซลล์โมโนไซต์ซึ่งมีสาเหตุจากเชื้อจุลชีพใน
ช่องปาก P.gingivalis มีผลท้าให้เซลล์มะเร็งศีรษะและล้าคอมีความรุนแรงมากขึ้น  
 
ค าส าคัญ มะเร็งศีรษะและล้าคอ การอักเสบ การแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง อะพอพโทซิส  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 

Abstract 

Introduction:  The purpose of this study was to investigate the effect of lipopolysaccharide 
from periodontal pathogen P. gingivais on gene expression, proliferation, invasion and 
apoptosis of head and neck cancer cells.  Method:  Human monocytic cells ( THP- 1 )  were 
activated by P.gingivalis lipopolysaccharide (0-1,000ng/ml) for 24 hours, then the condition 
media of activated THP-1 were collected, and co-culture with head and neck cancer cell lines 
(primary cancer cell line ; HN18 and metastatic cancer cell line ; HN17), The gene expression 
of IL-6 and IL-8, cell proliferation, invasion and apoptosis were analyzed by RT-PCR assay, MTT 
assay, modified Boyden’ s chamber assay and Annexin V-  FITC flow cytometry assay, 
respectively.  Result:  Head and neck cancer cell lines co- culture with condition media of 
activated THP- 1  showed the expressions of IL- 6 and IL- 8 were elevated.  Proliferation and 
invasion significantly increased in a dose dependent manner. In addition, LPS activated THP-1 
inhibited apoptosis in both primary and metastatic cell lines. Discussion and Conclusion: The 
results suggested that inflammation caused by P. gingivalis can enhance aggressiveness in both 
primary and metastatic head and neck cancer cell lines. 

Key words: Head and neck cancer, inflammation, proliferation, apoptosis. 
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1.บทน า 

มะเร็งที่ศีรษะและล้าคอเป็นเนื้องอกชนิดร้ายแรงที่เกิดข้ึนในบริเวณ ช่องปาก คอหอย กล่องเสียง และ
โพรงจมูก ซึ่งพบบ่อยเป็นอันดับที่ 6 จากทั่วโลก  50 เปอร์เซ็นต์ ของผู้ป่วยมะเร็งชนิดนี้จะเสียชีวิต และพบว่า 
5 เปอร์เซ็นต์ สามารถพัฒนาไปเป็นมะเร็งชนิดอื่น (1, 2) 

การพัฒนาไปสู่โรคมะเร็งเกิดจากความบกพร่องของแอนติเจนที่ผิวเซลล์ ท้าให้เกิดการสูญเสียหรือ
เหนี่ยวน้าการท้างานของ MHC (major histocompatibility complex), immunosuppressive เช่น TGF-
β, PGE2 และ adenosine หรือ cytokines เช่น IL-6 และ IL-10 ที่ต้านทานการเกิด apoptosis การ
แสดงออกของ Fas ligand (FasL) ที่จะไปยับยั้งเซลล์ภูมิคุ้มกันมะเร็ง tumor-infiltrating lymphocyte 
(TILs) (3-5) โดยเซลล์ที่ถูกกระตุ้นให้เป็นเซลล์มะเร็ง (tumor-associated macrophages) จะหลั่งโปรตีนที่มี
ผลท้าให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่และการแพร่กระจาย เช่น TGF-β, VEGF, GM-CSF, TNF-α, IL-1, IL-6, 
IL-8 และ MMPs (6-8) จึงมีการรุกล้้าและการแพร่กระจายไปยังต่อมน้้าเหลืองบริเวณล้าคอ (9) รวมทั้งมี
ความสามารถในการหลบหลีกภูมิคุ้มกันของร่างกายและท้าให้กระบวนการตอบสนองเพ่ือยับยั้งการเกิดมะเร็ง
แย่ลง (Antitumor response) (10) 

มีเพียงเล็กน้อยที่สาเหตุของการเกิดโรคมะเร็งมาจากการเปลี่ยนแปลงของโรค แต่พบว่า 90 
เปอร์เซ็นต์ มาจากการกลายพันธุ์ของระบบภายในร่างกายและปัจจัยแวดล้อม ซึ่งหลายๆภาวะแวดล้อมที่ท้าให้
เกิดโรคมะเร็ง มีความเกี่ยวข้องกับการอักเสบเรื้อรัง (11) มีงานวิจัยสนับสนุนว่า การอักเสบเรื้อรัง (Chronic 
inflammation) เป็นปัจจัยหนึ่งที่เชื่อมโยงไปสู่การพัฒนาของโรคมะเร็ง โดยเซลล์ที่เกิดการอักเสบและไซโต
ไคน์ที่พบ มีส่วนท้าให้เซลล์มะเร็งเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว และลดการกระตุ้นภูมิคุ้มกันที่จะไปยับยั้งการเกิด
เนื้องอก (12, 13) จึงมีค้ากล่าวที่ว่า “มะเร็ง คือแผลที่รักษาไม่หาย” (14) 

มีการศึกษาว่าการอักเสบสามารถเพ่ิมอัตราการกลายพันธุ์และส่งเสริมการแบ่งตัว  โดยเกิดจากสาร
อนุมูลอิสระ reactive oxygen species (ROS) และ reactive nitrogen intermediates (RNI) ที่ถูกผลิต
ขึ้นมาจากเซลล์ macrophage หรือ neutrophils เหนี่ยวน้าให้ DNA ถูกท้าลายและยีนเสียเสถียรภาพไป 
เซลล์ที่อักเสบจะหลั่ง TNF-α cytokine ไปกระตุ้น ROS ให้สะสมใน epithelial cells รอบข้าง (15) 

เซลล์ภูมิคุ้มกันหรือเซลล์ที่เกิดการอักเสบ จะถูกกระตุ้นผ่าน transcription factors เช่น NF-kB และ 
STAT3 ไปควบคุมยีน pro angiogenesis เช่น IL-8, CXCL1, CXCL8 และ VEGF ในเซลล์ที่จะกลายเป็น
มะเร็ง ให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหมเ่พ่ือไปเลี้ยงเซลล์มะเร็ง (16) 

การรุกล้้าของเซลล์มะเร็งเกิดขึ้นจากการสลายโปรตีนใน extracellular matrix ซึ่งเซลล์ที่เกิดการ
อักเสบเป็นแหล่งส้าคัญที่จะช่วยการสลายโปรตีน โดยผลิต chemokine CCL9 ช่วยให้เกิดการหลั่ง matrix 
metalloproteinase MMP2 และ MMP9 (17) รวมทั้ง IL-1, TNF-α และ IL-6 ไปช่วยให้เกิดการแสดงออก
ของ MMP การรุกล้้าและการแพร่กระจาย ที่ถูกกระตุ้นผ่าน NF-kB และ STAT3 (18) เช่นเดียวกับการเกิด 
anti-apoptosis โดยการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bcl-XL ซึ่งทั้ง transcription factors NF-kB และ 
STAT3 ยังมีส่วนเกี่ยวข้องกับการลดการสังเคราะห์โปรตีนต้านมะเร็ง p53 (19, 20) 
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จากรายงานว่าผู้ป่วยที่มีปัญหาสุขภาพช่องปากเป็นโรคปริทันต์อักเสบ และการสูญเสียฟัน มี
ความสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็งในตับอ่อน มะเร็งปอด มะเร็งทางเดินอาหาร รวมถึงมะเร็งในช่องปาก (21)  
โดยโรคปริทันต์อักเสบ (Periodontal disease) เกิดจากการอักเสบและมีการท้าลายเนื้อเยื่อหรืออวัยวะ
รองรับรากฟัน เชื้อจุลชีพก่อโรคปริทันต์อักเสบเป็นแบคทีเรียชนิดแกรมลบ รวมถึง Porphyromonas 
gingivalis (22) 

monocytes/macrophages มีความส้าคัญในระบบภูมิคุ้มกันรวมถึงกระบวนการเกิดการอักเสบเมื่อ
ถูกกระตุ้นด้วย Lipopolysaccharide (LPS) ซึ่งเป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบ (23) มี
ความจ้าเพาะต่อ toll like receptor 4 (TLR4) (24) ไปเหนี่ยวน้าให้เกิดการกระตุ้น NF- B และควบคุมยีน
ให้หลั่ง inflammatory cytokines เช่น IL-1, IL-6, IL-8 และ TNF-α รวมทั้ง enzyme iNOS และ COX-2 
( 25)  ซึ่ ง เ ซลล์ มะ เ ร็ ง ศี รษะและล้ า คอมี ก า รหลั่ ง  MCP- 1 และ  TGF-β เ พ่ื อ ไปกระตุ้ น ให้ เ ซลล์  
monocytes/macrophages เกิดการหลั่ ง  VEGF และ IL-8 โดยทั้ ง เซลล์มะเร็ งศีรษะและล้าคอและ
monocytes/macrophages จะหลั่ ง TNF-α และ IL-1 กลับมากระตุ้นการหลั่ ง VEGF และ IL-8 ใน
เซลล์มะเร็งอีกด้วย (26) 

จากเหตุผลดังกล่าวเพ่ือท้าให้เกิดความเข้าใจของกลไกการเกิดโรคมะเร็งที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ จึง
น่าจะมีการศึกษาผลจากการคัดหลั่งสารที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบในเซลล์โมโนไซต์ เมื่อถูกกระตุ้นด้วย LPS 
จากแบคทีเรีย Porphyromonas gingivalis ที่ท้าให้เกิดการอักเสบเรื้อรังในช่องปาก ต่อเซลล์มะเร็งศีรษะ
และล้าคอ ชนิดปฐมภูมิ HN18 และชนิดแพร่กระจาย HN17 รวมไปถึงการแบ่งตัวและความสามารถในการ
แพร่กระจาย และการตายของเซลล์มะเร็ง 

 

2. วัตถุประสงค์การทดลอง 

 1.ศึกษาผลของเซลล์มะเร็งศีรษะและล้าคอ HN17 และ HN18 เมื่อเลี้ยงร่วมกับ condition media 
ของเซลล์ human monocyte THP-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS จากเชื้อ P. gingivalis ต่อการ สร้าง pro 
inflammatory cytokine และ chemokine ต่างๆ 

2. ศึกษาความสามารถในการแบ่งตัวและการรุกล้้าของเซลล์มะเร็งศีรษะและล้าคอ HN17 และ HN18  
3. ศึกษาการเกิด apoptosis ในเซลล์มะเร็งศีรษะและล้าคอ HN17 และ HN18  
 

 
3. วัสดุและวิธีการทดลอง 
 3.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ 

3.1.1 เลี้ยงเซลล์ human monocyte cell line THP-1 ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI (Gibco cat. 
No.  1800- 022, USA)  ที่ มี  5 %  Fetal bovine serum ( PAA, Austria, cat. no.  A15- 101)  แล ะ  1 % 
Penicillin-Streptomycin (Capricorn Scientific GmbH, cat.no.PS-B, Germany) Incubated ที่ 37 องศา
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เซลเซียส 5% CO2ท้าการเปลี่ยนอาหารเซลล์ทุก 2-3 วัน และ subculture เมื่อเซลล์แบ่งตัวเพ่ิมจ้านวน 80% 
confluence  

ท้าการอดอาหาร (RPMI-Free serum) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับเซลล์ให้ได้จ้านวน 2x105 cells/ml 
ลงใน 6-well plate และใส่ LPS ความเข้มข้นสุดท้ายที ่0, 250, 500 และ 1,000 ng/ml จากนั้น Incubated 
ที่ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เก็บ condition media เพ่ือน้าไปทดสอบต่อไป 

3.1.2 เลี้ยงเซลล์มะเร็งHN17 และ HN18 ด้วยอาหาร Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
(Gibco cat. No. 12800-017, USA) ที่มี 5% fetal bovine serum และ 1% Penicillin-Streptomycin 
Incubated ที่ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2 ท้าการเปลี่ยนอาหารเซลล์ทุก 2-3 วันและ subculture เซลล์โดย
ใช้trypsin-EDTA น้าไปเพาะเลี้ยงใหม่เม่ือเซลล์แบ่งตัวเพิ่มจ้านวนถึงระดับ 80% confluence 

 
 

 3.2 วิธี Real time PCR เพื่อศึกษาการสร้าง proinflammatory cytokine ต่างๆ 
 นับเซลล์มะเร็ง HN17 และ HN18 ให้ได้จ้านวน 1x105 cells/ml ลงใน 6-well plate incubated ที่ 
37 องศาเซลเซียส 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท้าการอดอาหาร (DMEM-Free serum) เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง และใส่ condition media ของ THP-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วยLPS ความเข้มข้น 0, 250, 500 และ 
1,000 ng/mlบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2 เป็นเวลา 8 ชั่วโมง ท้าการสกัด RNA (Geneaid Biotech 
Ltd, Total RNA Mini Kit, cat.no. RB050, Taiwan) เพ่ือวัดการแสดงออกของยีน IL-6 และ IL-8 ด้วยวิธี 
Real-time PCR โดยเปลี่ยน RNA เป็น cDNA ด้วย (PrimeScript RT TAKARA, cat.no.RR037A, Japan)  
และเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วย Syber-Green Reaction (KAPA biosystems, cat.no. KR0389, USA) 
โดยออกแบบสาย primer ดังนี้ 

Primer IL-6  Forward 5’- GTGAAAGCAGCAAAGAGGCAC - 3’ 

   Reverse 5’- CCAGTGATGATTTTCACCAGGC - 3’ 

Primer IL-8  Forward 5’- TCTGGACCCCAAGGAAAACTG - 3’ 

   Reverse 5’- AAGTTTCACTGGCATCTTCACTG- 3’ 

Primer GAPDH   Forward 5’- ATCACCATCTTCCAGGAG - 3’ 

   Reverse 5’- ATGGACTGTGGTCATGAG - 3’  

 

 
  



4 
 

3.3 การวัด cell proliferation ของเซลล์มะเร็งทั้ง HN17 และ HN18 ด้วยวิธี MTT 

อดอาหารเซลล์มะเร็ง HN17 และ HN18 (DMEM-Free serum) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับเซลล์ให้ได้จ้านวน 
104 cell/ml ลงใน 96 well plate และใส่ condition media ของ THP-1 ที่ไม่ได้ถูกกระตุ้นด้วยLPS ในกลุ่ม
ควบคุม ใส่ condition media จาก THP-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ความเข้มข้น 250, 500 และ 1,000 ng/ml 
น้าไป incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2 เป็นเวลา 48 ชั่วโมงดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าทิ้ง 
หลังจากนั้นเติม working media ปริมาตร 150 ul และใส่ MTT (Sigma-Aldrich Pte Ltd, SINGAPORE) 
ความเข้มข้น 2mg/ml ปริมาตร 50 ul ห่อด้วย foil แล้ว incubate เป็นเวลา 4 ชั่วโมง น้าไปวัดค่า MTT ด้วย 
microplate reader (Tecan, Sunrise TWTC) ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร แล้วมาหาค่า percent of 
growth ดังสมการนี้  

 

Percent of growth (PG) = (
ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของกลุ่มตัวอย่าง

ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุม
) X 100 

 

 
 
3.4 การวัด chemoinvasion ของเซลล์มะเร็ง HN17 และ HN18 
 

3.4.1 เคลือบ Polycarbonate membrane pore size 13 micron ด้วย Matrigel (Corning.cat.no. 
356234 NY) ความเข้มข้น 1 mg/mlปริมาตร 50 ul แล้วทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 

3.4.2 ใส่ condition media ของ THP-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ความเข้มข้น 250, 500, 1,000 
ng/ml ปริมาตร 220 ul ลงใน lower chamber แล้ววาง membrane ที่เคลือบด้วย Matrigel ลงใน lower 
chamber น้าเซลล์มะเร็ง HN17และ HN18 ในสภาวะอดอาหาร (DMEM-Free serum) ปริมาณ 2X105 
cell/ml ใส่ลงใน upper chamber ปริมาตร 200 µl น้าไป incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5% 
CO2 เป็นเวลา 5 ชั่วโมง 

เมื่อครบ 5 ชั่วโมง ท้าการย้อมสีด้วย 0.5% crystal violet ทีล่ะลายด้วย 25% methanol ประมาณ
8-10 นาที และนับจ้านวนเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 2 ตา ที่ก้าลังขยาย 400 เท่าโดยการนับเซลล์จะนับ 5 
field/membrane แล้วหาค่าเฉลี่ย 
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3.5 การวัด apoptosis ของเซลล์ ด้วยวิธี Annexin  V-FITC flow cytometry 

อดอาหารเซลล์มะเร็ง HN17 และ HN18 (DMEM-Free serum) แล้วใส่ condition media ของ 
THP-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ความเข้มข้น 250, 500, 1,000 ng/ml incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น trypsinized เซลล์ด้วย trypsin-EDTA นับเซลล์ให้ได้ 2-5x105 cell/ml 
น้ามาย้อมสี Annexin V-FITC และ PI (AffymetrixeBioscience, Cat.no.BMS500FI-100, USA) แล้ววัดด้วย
เครื่อง flow cytometry (Cytoflex, Beckman Counter, US)  
 

3.6 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

ในการศึกษาการแสดงออกของยีน การแบ่งตัว การรุกล้้า และการตายแบบ apoptosis ของ
เซลล์มะเร็งศีรษะและล้าคอ ท้าการทดสอบตัวอย่างละ 3 ครั้ง (n = 3) แล้วน้าผลที่ได้มาวิเคราะห์หาค่าเฉลี่ย
และความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของการวัด (Standard error of measurement; mean ± SEM) และ
เปรียบเทียบผลทางสถิติโดยใช้ One-way analysis of variance (ANOVA) และตามด้วย Dunnett’s test ที่
มีค่านัยส้าคัญทางสถิติ p<0.05 

3.7 กิตติกรรมประกาศ 

งานวิจัยนี้ได้ผ่านการพิจารณาจากคณะกรรมการความปลอดภัยทางชีวภาพ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 

รหัสโครงการเลขท่ี 33/2556 หนังสือรับรองเลขท่ี 007/2558 

 

4. ผลการทดลอง 

4.1 วัดการแสดงออกของยีน IL-6, IL-8ด้วยวิธี Real-time PCR 
จากการวัดการแสดงของยีน IL-6 และ IL-8 ในเซลล์มะเร็ง HN17 และ HN18 จากการ incubated ร่วมกับ 
condition media ของ THP-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ความเข้มข้นต่างๆ พบว่าที่ 8 ชั่วโมงมีการแสดงออก
ของยีน IL-6 และ IL-8 ทั้งในเซลล์มะเร็ง HN17 และ HN18 โดยไม่มีนัยส้าคัญทางสถิติ แสดงผลดังรูปที่ 1 
และ 2 
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รูปที่ 1 การแสดงออกของยีน IL-6 ที่ 8 ชั่วโมง ของเซลล์มะเร็งศีรษะและล้าคอ HN17 (A) และ HN18 (B) 
ที่incubated ร่วมกับอาหารเลี้ยงเซลล์ จากเซลล์โมโนไซต์จากมนุษย์  THP-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS จาก
P.gingivalis ที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 0-1,000ng/ml (mean ± SEM, n=3) เปรียบเทียบผลทางสถิติโดยใช้ One-
way analysis of variance (ANOVA) และตามด้วย Dunnett’s test ที่มีค่านัยส้าคัญทางสถิติ p<0.05 เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม 
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รูปที่ 2 การแสดงออกของยีน IL-8 ที่ 8 ชั่วโมงโดยวิธี RT-PCR ของเซลล์มะเร็งศีรษะและล้าคอ HN17 (C) 
และ HN18 (D) ที่บ่มร่วมกับอาหารเลี้ยงเซลล์ จากเซลล์โมโนไซต์จากมนุษย์ THP-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS 
จาก P.gingivalis ที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 0-1,000 ng/ml  (mean ± SEM, n=3) เปรียบเทียบผลทางสถิติโดย
ใช้ One-way analysis of variance (ANOVA) และตามด้วย Dunnett’s test ที่มีค่านัยส้าคัญทางสถิติ 
p<0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 

 

 

 

 

A B 

D C 
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4.2 วัด cell proliferation ของเซลล์มะเร็ง HN17 และ HN18 ด้วยวิธี MTT 

 ผลของ cell proliferation จาก HN17 และ HN18 ต่อ condition media ของ THP-1 ที่ถูกกระตุ้น
ด้วย LPS จากเชื้อ P. gingivalis ที่ความเข้มข้น 250, 500, 1,000 ng/ml พบว่าค่า percent growth ของ
เซลล์มะเร็งทั้ง 2 ชนิด ทีค่วามเข้มข้น 500 และ 1,000 ng/ml มีการเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึน โดยแปรผันตามความ
เข้มข้นของ LPS อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (control) ซึ่งแสดงผลดังรูปที่ 
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รูปที่ 3 ความสามารถในการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งศีรษะและล้าคอ HN17 (A) และ HN18 (B) จากการ
incubated ร่วมกับ condition media ของเซลล์โมโนไซต์จากมนุษย์ THP-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS จาก
P.gingivalis ความเข้มข้นตั้งแต่ 0-1,000ng/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยวิธี MTT (mean ± SEM, n=3) 
เปรียบเทียบผลทางสถิติโดยใช้ One-way analysis of variance (ANOVA) และตามด้วย Dunnett’s test ที่
มีค่านัยส้าคัญทางสถิติ *p<0.05, **p<0.01 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
 
 
 
4.3 การวัด chemoinvasion ของเซลล์มะเร็ง HN17 และ HN18 ด้วยวิธี Boyden’s chamber 

ผล chemoinvasion จากเซลล์มะเร็ง HN17 และ HN18 ต่อ condition media ของ THP-1 ที่ถูก
กระตุ้นด้วย LPS จาก  P. gingivalis ความเข้มข้น 250, 500, 1,000 ng/ml เทียบกับกลุ่มควบคุม (control) 
พบว่าที่ความเข้มข้น 500 และ 1,000 ng/ml มีการรุกล้้าของเซลล์มะเร็ง ทั้ง 2 ชนิดผ่าน membrane ที่
เคลือบด้วย Matrigel เพ่ิมมากขึ้น อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่งแสดงผล
ดังรูปที ่4 และ รูปที่ 5 
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รูปที่ 4 การรุกล้้าของเซลล์มะเร็งศีรษะและล้าคอ HN17 ผ่าน membrane ที่เคลือบด้วย Matrigel จากการ
incubated ร่วมกับ condition media ของเซลล์โมโนไซต์จากมนุษย์ THP-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS จาก
P.gingivalis ความเข้มข้นตั้งแต่ 0 (A), 250 (B), 500 (C) และ 1,000 (D) ng/ml เซลล์ถูกนับภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ 2 ตา ที่ก้าลังขยาย 400 เท่า (mean ± SEM, n=3) Bar=100 µm เปรียบเทียบผลทางสถิติโดยใช้ 
One-way analysis of variance (ANOVA) และตามด้วย  Dunnett’s test ที่ มีค่ านัยส้ าคัญทางสถิติ  
*p<0.05, **p<0.01 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (E)  
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รูปที่ 5 การรุกล้้าของเซลล์มะเร็งศีรษะและล้าคอ HN18 ผ่าน membrane ที่เคลือบด้วย Matrigel จากการ 
incubated ร่วมกับ condition media ของเซลล์โมโนไซต์จากมนุษย์ THP-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS จาก 
P.gingivalis ความเข้มข้นตั้งแต่ 0 (A), 250 (B), 500 (C) และ 1,000 (D) ng/ml เซลล์ถูกนับภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ 2 ตา ที่ก้าลังขยาย 400 เท่า (mean ± SEM, n=3) Bar=100 µm เปรียบเทียบผลทางสถิติโดยใช้ 
One-way analysis of variance (ANOVA) และตามด้วย Dunnett’s test ที่มีค่านัยส้าคัญทางสถิติ *p<0.05, 
**p<0.01 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (E)  
 

 

4.4 วัด apoptosis ของเซลล์ ด้วยวิธี Annexin V- FITC flow cytometry 

เมื่อทดลองน้าอาหารเลี้ยงเซลล์ THP-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ความเข้มข้น 250, 500 และ 1,000 
ng/ml มา incubated ร่วมกับเซลล์มะเร็ง HN17 และ HN18 พบว่าในเซลล์มะเร็งทั้ง 2 ชนิด มีเปอร์เซ็นต์
การเกิด apoptosis ลดลง เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่บ่มร่วมกับอาหารเลี้ยงเซลล์ของ THP-1 ที่ไม่ได้ถูก
กระตุ้นด้วย LPS อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งแสดงผลดังรูปที่ 6 และ 7 
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รูปที่ 6 อัตราการเกิด apoptosis ในเซลล์มะเร็ง HN17 เมื่อบ่มเลี้ยงร่วมกับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ถูกกระตุ้นแล้ว
ของเซลล์ THP-1 โดย LPS จาก P.gingivalis กลุ่มควบคุม (A) ความเข้มข้น 250 (B), 500 (C) และ 
1,000(D) ng/ml โดยย้อมสี Annexin V - FITC และ PI วัดด้วยวิธี  Flow cytometry และแสดงการ
เปรียบเทียบผลทางสถิติโดยใช้ One-way analysis of variance (ANOVA) และตามด้วย Dunnett’s test ที่
มีค่านัยส้าคัญทางสถิติ **p<0.01 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (mean ±SEM, n=3) (E) 
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รูปที่ 7 อัตราการเกิด apoptosis ในเซลล์มะเร็ง HN17 เมื่อบ่มเลี้ยงร่วมกับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ถูกกระตุ้นแล้ว
ของเซลล์ THP-1 โดย LPS จากเชื้อ P.gingivalis กลุ่มควบคุม (A) ความเข้มข้น 250 (B), 500 (C) และ 
1,000 (D) ng/ml โดยย้อมสี Annexin V - FITC และ PI วัดด้วยวิธี  flow cytometry และแสดงการ
เปรียบเทียบผลทางสถิติโดยใช้ One-way analysis of variance (ANOVA) และตามด้วย Dunnett’s test ที่
มีค่านัยส้าคัญทางสถิติ *p<0.05, **p<0.01 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (mean ±SEM, n=3) (E) 

 

5. วิจารณ์ผล 

ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าการกระตุ้นเซลล์โมโนไซต์ THP-1 ด้วย LPS จาก P.gingivalis ที่เป็นสาเหตุ
ของการอักเสบในโรคปริทันต์อักเสบ และจากการเลี้ยงร่วมกับเซลล์มะเร็งชนิดปฐมภูมิ HN17 และชนิด
แพร่กระจาย HN18 พบว่ามีการแสดงออกของยีน IL-6 และ IL-8 และมีผลท้าให้เพ่ิมความสามารถในการ
แบ่งตัว และการรุกล้้ามากขึ้นตามความเข้มข้นของการกระตุ้นด้วย LPS ที่มากขึ้นด้วย และส่งผลให้มีการตาย
แบบ apoptosis ในเซลล์มะเร็งทั้ง 2 ชนิดลดลง  

 ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าการอักเสบเรื้อรังในโรคปริทันต์อักเสบ ที่มีสาเหตุมาจากแบคทีเรียแกรมลบ 
P.gingivalis มีความเชื่อมโยงและความเป็นไปได้ที่จะเกิดการพัฒนาไปเป็นรอยโรคมะเร็งศีรษะและล้าคอ และ
ท้าให้มะเร็งมีความรุนแรงมากขึ้นโดยเซลล์โมโนไซต์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS จาก P.gingivalis จะหลั่งสารที่
เกี่ยวข้องกับการอักเสบในระบบภูมิคุ้มกัน ซึ่งถูกกระตุ้นจากตัวรับ toll-like receptor 4 (TLR4) ผ่านวิถีส่ง

A B D C 

E 
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สัญญาณภายในเซลล์ NF- kB, MAPK, p38, JNK และ ERK (27) เหนี่ยวน้าให้เกิดการหลั่ง IL-1β,  IL-6, IL-8, 
TNF-α เอนไซม์ iNOS และ COX-2 (25) ซึ่งเป็นไซโตไคน์ที่มีบทบาทส่งเสริมในการเจริญเติบโตในเซลล์มะเร็ง
(28-31) P.gingivalis ยังไปกระตุ้นให้เกิดการหลั่ง IL-8, MMP-1, MMP-2, MMP-9 และ MMP-13 ใน

เซลล์มะเร็งช่องปาก (OSCC) ท้าให้เกิดการรุกล้้ามากข้ึน (32, 33) รวมทั้งพบว่าในเซลล์มะเร็งศีรษะและล้าคอ 
มีการยับยั้งการกระตุ้นตัวรับ Fas/FasL ซึ่งจะเข้าไปกระตุ้นเอนไซม์ที่อยู่ในกลุ่มแคสเปส ลดการเหนี่ยวน้าให้
เกิดกระบวนการ apoptosis จากไมโทคอนเดรียใน T cell (10) กระบวนการเกิด apoptosis ตามปกติของ
เซลล์ที่ถูกกระตุ้นจาก LPS ผ่าน toll like receptor 3 และ 4  (34) สู่ตัวรับ TNF, FAS หรือ TRAIL เมื่อถูก
ยับยั้งด้วยเอนไซม์แคสเปส จะท้าให้เริ่มเกิดการตายแบบ necrosis ซึ่งมาจากการกระตุ้นของ protein kinase 
RIP1 ส่งสัญญาณไปยังไมโทคอนเดรีย น้าไปสู่การท้าลาย plasma membrane ส่งผลให้มีการอักเสบมากขึ้น
(35 )   จากการไปยับยั้ ง  anti- inflammatory cytokines เช่น  IL-10 และ TGF-β และปล่อย  pro 
inflammatory mediator เช่น TNF-α, IL-1β,  IL-6, IL-8 และ MMP-2 กระบวนการเหล่านี้จะไปกระตุ้น
วิถีของ NF-kB ให้ยับยั้งการเกิด apoptosis และเพ่ิมการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง (36, 37) จึงเป็นเหตุผลว่า
กระบวนการตายแบบ necrosis ที่เกิดจากการอักเสบแบบเรื้อรัง มีความเก่ียวข้องกับความรุนแรงของการเกิด
โรคมะเร็งด้วย (38) องค์ประกอบที่เป็นสภาวะแวดล้อมของเซลล์มะเร็ง ( tumor microenvironment) 
โดยเฉพาะการหลั่งสารพวก cytokines, chemokines, growth factors และ protease enzymes เหล่านี้ 
จึงมีบทบาทส้าคัญในการพัฒนาและการแพร่กระจายของมะเร็ง (39)  

มีการศึกษาจากการเลี้ยงเซลล์แมโครฟาจที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS/IFN-γ ร่วมกับเซลล์มะเร็งเต้านม 

MCF-7 พบว่ามีการหลั่งของ TNF-α ซึ่งเป็นไซโตไคน์ที่ช่วยควบคุมการเกิด apoptosis ลดลง แต่มีการหลั่ง 
IL-8 และ IL-10 เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส้าคัญ เมื่อเทียบกับการเลี้ยงร่วมกับเซลล์แมโครฟาจที่ไม่ได้ถูกกระตุ้น และมี
ผลสอดคล้องกันเมื่อเลี้ยงเซลล์มะเร็ง MCF-7 ร่วมกับยีนต้านการเกิด apoptosis Bcl-2 และเซลล์มะเร็งที่
ต้านทานการเกิด apoptosis เช่น มะเร็งล้าไส้ใหญ่ (RKO) (40) ซึ่งเป็นไปตามผลการศึกษาครั้งนี้ที่พบว่าการ
กระตุ้นเซลล์โมโนไซต์ THP-1 ด้วย LPS เลี้ยงร่วมกับเซลล์มะเร็งศีรษะและล้าคอ HN17 และ HN18 มีผลท้า
ให้มีการเกิด apoptosis น้อยลงเช่นกัน  

จากการศึกษาดังกล่าวจะเห็นได้ว่าการถูกกระตุ้นให้เกิดการอักเสบในเซลล์โมโนไซต์ จากเชื้อจุลชีพใน
ช่องปาก ในโรคปริทันต์มีบทบาทส้าคัญในกระบวนการก่อมะเร็ง การพัฒนาและการแพร่กระจายของมะเร็ง 
ซึ่งผลการศึกษานี้จะน้าไปสู่การพัฒนาการรักษาและป้องกันโรคมะเร็งศีรษะและล้าคอต่อไปในอนาคต  
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